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BIBLIOTHEEK Z\Q \ 
Proefstation voor de Groenten- én 
Fruitteelt enfrr n'~? 
PROEFSTATION VOOR BB GROENTEN- EN FRUITTEELT ONDER GLAS TE NAALDWIJK 
Bacteriologisch onderzoek in verband met Mn-reductie in grond iia 
het stomen. 
Ii; Prob lé ems t e 11 ing 
Jâangaanvergiftigàïig bij sia# uitgeplarit op gestoomde grónd, 
wordt veroorzaakt dôor te veel beschikbaar mangaan, dat 
door reductie en dehydrat|.tiè tijdens het stomen is vrij­
gekomen.- De oxidàt iV van mangaan vindt daarna langzaam 
plaats,- waarbij mangaan-oxiderende bacteriën mógelijk èen 
belangrijke ról speien* 
In dit verslag wordt een onderzoek beschreven waarbij na­
gegaan is of in órigestoomde en geëtóómdé gronden bacteriën 
voorkomen, welke mangaan neerslaan in diverse voedings­
bodems. 
II* Opho-ping van Mn-oxiderende bacteriën 
Bij de ophoping is gebruik gemaakt van twee verschil* 
lendé media i 
à) 30 gr gröiid wërà gemengd met 25 ml gedeminerali-
;Sëèrd wa^eiè. Dit mengsel wérd toegevoegd aan 
100 ml gedeminéralisëéïd water, dat -2# a-gàr be­
vatte en èen temperatuur had van 40°C. 
Het uitgangsmateriaal bestond uit zavel èn 
l&leij beide gestoomd en ongestóomd. De klei Was 
** - -afkomstig Van „Proefbedrijf Delft" en de zavel 
van ^Proeftuin Naaldwijk 
\ 
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Er werden zes platen gegoten^van zowel zavel onge-
stoomd en gestoomd als van klei ongestoomd én gestoomd. 
Nadat de massa in deze schalen afgekoeld was, werd in 
het centrum een gat van 3 óm geponst# dat opgevuld werd 
met een mengsel van 1$ MnSO^ en 2fo agar in gédéminérâ-
liseerd water. > 
1 .. . ' ' ' 
Daarna werden de schalen weggezet in eéà stoof bij een 
temperatuur van 25°C. . 
b) 1$ MnCO^ en 2$ agar in gedemineralïseerd water. 
Van dit mengsel wérden eveneens platen1 gegoten; na afkoe-
'ling werd een suspensie Van 30 gr grond met 25 ml 'gede-
mineraliseerd water, van zowel gestoomde en ongestoomde 
klei als van gestoomde en ongestoomdé zavel# hierop uitge­
streken. Daarna zijn déze platen bebroed bij een tempe­
ratuur van 22°C. 
Na één week werden de platen ad a) beoordeeld* 
De platen met gestoomde gronden vertoonden geen groei? 
de platen met ongestoomde gronden vertoonden duidelijk " 
bruinzwarte vlekken aan de rand van de MnSO^ schijf », 
Op de platen, ingeiset volgens b) was na vijf dagen 
geen groei waar te nemén, uitgezonderd de platen waarop 
ongestoomde klei was uitgestreken, deze vertoonden aan 
de rand bruinzwarte kolonies. Drie dagen later bevonden 
zioh enkële bruine kolonies op de platen met ongestoomde 
zavel. De platen met de géstoomde gronden vertoonden na 
acht dagen nóg steeds géén baóteriegroei • 
De platen met ongestoomde klei en zaVel vertoonden 
een duidelijke positieve reactie met Benzidine-HGl : 
er verscheen een blauwe kleur vooral rondde kolonies. 
Deze blauwe kleur wijst óp aanwezigheid van geoxideerd 
mangaan. 
De platen waarop gestoomde klei en zavel was uitge-
streken vertoonden een zwakke positieve reactie « er ver­
scheen een zeer lichte blauwfi kleur) dit was waarschijn­
lijk te wijten aan chemische-oxidatie van mangaan» 
,5-
isolatie van Mn-oxiderende bacteriën 
Voor dé isolatie van de bacteriën, die op de ophopingen 
platen waren gekweekt» werden vier verschillende média 
gebruikt. 
1) volgens Gerretaen 1 2 f> Ca-cftraat 
0,5 $ MnSO^.4 aq. 
0,2 $ (NH4)2 S04 
0,00195 NH4 Hg P04 
2 $ agar 
pH 6,0 
(gesteriliseerd gedurende -20 minuten bij 1 atmosfeer 
overdruk) 
volgens Beyerinck : 1 $ MnCO^ 
0,05 # K2H po4 
0,05 i> hh4ci 
2 ja agar 
leidingwater 
PH 7,9 
(gesteriliseerd gedurende 20 minuten bij 1 atmosfeer 
overdruk). 
3) grond» Mn- agar i 100 gr steriele zavelige 
, 400 ml leidingwater 
8 gr agar 
0,025 S3? MnSO^ 4 aq> 
pH 6|8 
(gesteriliseerd gedurende 20 minuten bij 1 ettmósfee* 
overdruk). •' 
Be gebruikte sterile zavel is gedurende zéven dagen 
elke dag gesteriliseerd gedurende 20 minuten bij 1 atmos­
feer overdruk» • 
4) Srondextract - agar . i 25 gr grond (steriele zavel) 
in 500 ml leidingwater laten 
bezinken en daarna; afgeschonken 
10 gr agar aan gröhdëxtract toe­
gevoegd» 
pH 6,8. 
(gesteriliseerd gedurende 20 min. bij 1 atm. 
Overdruk). 
Van ieder medium werd een aantal platen gegoten, van 
het medium Grondextract-agar",' werd een dubbéi aantal 
platen gegoten,-in de helft van 'dit aantal platen werd 
een gat van 3 om gépönst, wat werd opgevuld mét een mengsel j - ' '  ^  ^ ' 
van 1$ MnSO^, én 2% agar in gedemineraliseërd water. 
Van de bruin-zwarte vlekken vàn de ophopingsplaten 
werden suspensies gemaakt in steriel water. Vervolgens 'werd 
éia druppel vàn deze suspensie uitgestreken Op de zo juist 
beschreven platen* Daar de ophopingspiaten met ongestoomde 
klei warén verongelukt kon er alleen* van dé bactérien» 
die zich op dé ophopingspiaten Vaii öngéstoómdé zavel bevonden» 
een suspensie worden gemaakt* 
De platen werden daarna weggezet bij een temperatuur van 
22 0. Ha ëin week bebroeden, was de beste éh tevens snelste 
baoteriegroei öp het médium van „Gerretsen", te constateren* 
ook was er een behoorlijke bruinkleurihg rónd dé bacterie­
kolonies. 
3je groei Op het medium völgenó flBeyerinok", wâë minder en 
langzamer en de bruinkleuring was eveneens mihdér intensief. 
Bij de andere media was na één week bijna nog geen groei 
te zién; na veertien dagen was er enige groei te bespeuren, 
bij enige schalen was een lichte bruinkleuring té zien. 
- . * • ^ Alle s chalen reageerden positief met Benzidine-^HOl, behalve 
de schalen met het medium ^Gröhdëxtract - ggar" zóndér Mn-
fetgar schijf» déze reagééü'dëh negatief. 
Er is tevens % gereageerd met Benzidine-HCl op een yoe-
dingsbódem die niét bebroed is gewéest, hierbij was de reactie 
negatiefa ^ , 
Experimenten met verschillende concentraties MnSÓ^ 
Er is 20 gr stesdelé grond met 400 ml leidingwater 
gemengd* Ha enige tiiid is de bovenstaande vloeistof afgé-* 
schonken. 
Vervolgens is dit gröndeK^ract gedeeld in vier . porties 
van 100 ml en aan iec.ére 100 ml respectievelijk 0*5 0,25 
0j'Ö1 en Ö*Ö05$ îéaSO^ toëgevqçgd» 
Van deze aldus verkregen média zijn platen gegoten. 
Van de bruinzwarte vlekken van de ophopingsplaten werden 
weer suspensies gemaakt in stëriël leidingwater." Vervolgens 
werd één druppel van deze suspensie op de zo juist beschreven 
piatèh.uitgestrekënî De platen zijn daarna bebroed bij 
een temperatuur van 22°C; 
Ha vier weken vertoonden de platen met de laagste 
concentraties MnSO^ de snelste en tevens besté bacteriegroei. 
Hoé hoger de concentratie MnSO^ werd, des te minder groei 
er Op de platen te zien was. 
. Bij de platen met • Ö, 25$ ^ SO^ zagen we. eohter een heel 
ander beeld van bacteriegroei, we zgge'n baoteriewolken eh 
bij de lagere concentraties MnSO^ zagen wé meer bacteriën-
kolonies» die uit stippen bestonden» 
• " * ' 
De platen met dé laagste concentraties l&SÓL reageerden 
positief op Benzidine-HCl. De platen met dé hoogste concen­
tratie, gaven géén blauwe, maar eèh paarsige groene kleur 
als reactie op Benzidine-HCl. 
Reingekweekte Mn-oxide 
öp het medium volgens' 
•rende bacteriën* 
Gerretsén en bebroed bij verschillende 
Op platéni gegoten met medium Dolgens Qèrretsen* verden 
reingekweekte Mn-oxiderende bacteriën uitgestreken* 
Daar de isolatie op het medium volgens 
Gerretsen bei? "béste resultaat opleverde, 
zijn enkele kolonies van dit medium gesus­
pendeerd in steriel ledingwater en opnieuw 
uitgestreken op medium volgens Gerrëtsën. 
Be zo juisttbeschreven handelswijze is nog 
twëe maal herhaald. Daarna kón er veronder­
steld wórden dat Mn«oxiderende bacteriën 
volkomen rëingekwôëkt waren» 
Met deze bacteriën kan men dus verder gaan 
Daarna zijn de platén bebroed bij 27°C, 22°G en 16°C. 
Ha vier dagen werd de eërëtë bxuinkïëUring waargenomen bij 
de schalen^ weggezet bij 27°C. ïwee dagen later begonnen de 
. ó . schalen weggezet bij 22 Ç ook bruin të kleuren. 
De schalen weggezet bij 16 Ç vertoonden na negen dagen na 
inzetten, de eërste bruinkleuring 
De temperatuurschommelingen bij bovengenoemde temperatuur-
proef Waren : 
Bij de behandeling Van 27°0 » 25° - 27°C 
bij de behandeling 'van 22°0 J 21,5°- 25,5°C 
bij de behandeling van 16°C t 15*2°- 16,8°C 
Tenslotte werd nog een medium : Gróndextract-agar, waaraan 
Ga«-oitraat was toegëVöegcU Vërgeléken met*grónd*extract^agar 
waaraan MnSO^ was 'tóe gevoegd* 
Er werd ais vólgt te werk gégeaan : 10 gr steriele 
zaVel werd gemengd met 200 ml lëidingwater : nadat het bezonken 
* -l ' ' ' was* werd dit grondextract afgeschonken en is aan -100 ml van 
dit extract 2 gï agstr + 1 mg Ça-citraàt tóëgevóegd* 
Aan de andere 100 ml .van dit gröndextraöt is 2 gr agar + 5 mg 
MnSO^ toegevoegd* Het mengsel met Ca-citraat had een pH 6,5 
en het mengsel MnSO^ ! een pH 5« 
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Yan déze twee mengsels werden platen gegoten#* waarop 
een suspensie vah relngekweektéj Mo-oxidéfende "bactérien 
werd üitgestréken. Daarna bebroed bij 22°Ci 
Na ~ drie wekenjvertoonde de voedingsbodem niet Ga-citraat 
de besté en snelste bactériegroei. Óp beidé média werd óp 
dat moment geen bruihkleuring waargenomen*. De schalen werden^ 
daarna weggedaan omdat de voedingsbodems begonnen te 
scheuren. Alhoewel niet verwacht^ Reageerden beide media 
negatief op Benzidiné-HCl., 
^ , . .  . . .  
Samenvatting en Cónoiüsiés - » 
Ophoping van mangaanôxiderénde bacteriën vond plaats ; 
door aan een grôhd*watèr*m^ngsèl MnSO^ en 2% agar toe 
te voegen.. Dé indruk is dat MnCO_ minder geschikt was 
. 7 
dan MnSÖ . i 4) , . . . 
Isolatie ging het snelst op medium volgens Gerretsen 
(pH 6,0).. 
Eén temperatuurproefje gaf de indruk dat bij 27WC de 
fi. „o ^ê&oei sneller Verliep dan bij 22 C. 
Naaldwijk, december 1968 
De proefnemers i 
S. Voogt én 
P* Koörnneef. 
-r/ ' 
Een voedingsbodem, bevattende 1% MnCO? en 2$ agar in ge-
demineraliseerd water. Hierop een suspensie uitgestreken 
van gestoomde klei. Na 8 dagen bebroeden geen groei. 
Een voedingsbodem als figuur 1. 
Hier echter een suspensie aangebracht van ongestoomde klei. 
Na 5 dagen bebroeden bruin-zwarte kolonies aan de rand 
van de plaat. 
